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ている(Van Boeckel et al., 2019)。抗生物質の乱用は、薬剤耐性菌を生み出し、
感染症の治療を困難にする。また、生産動物において薬剤耐性が問題となる病
原菌の多くは人獣共通感染症の起因菌である(Van Boeckel et al., 2017)。よっ
て生産現場で効力を失った薬剤は、生産動物だけでなく、人の医療現場におい
ても使用できなくなってしまう。 









くが無効になった細菌の割合は、2000 年から 2018 年にかけて約 3 倍に増えて
いる(Van Boeckel et al., 2019)。発展途上国の畜産現場が抗生物質に依存する






















と考えられている(Drozdowski et al., 2010; Spencer et al., 1986)。腸内微生物を
含む外来抗原は、マイクロフォールド細胞（M 細胞）を介してパイエル板内に
取り込まれ、樹状細胞やマクロファージによって貪食・処理され、MHC クラ
ス II による抗原由来のペプチドが提示される(Mabbott et al., 2013)。抗原提示
細胞が提示する抗原ペプチドを特異的に認識する T 細胞は、抗原刺激により活
性化し、抗体産生を含む免疫応答を誘導すべく、抗原特異的に B 細胞を刺激す




(Jenne et al., 2003; Lucier et al., 1998; Miyasaka et al., 1984; Yasuda et al., 2006)。
家畜動物（ブタ、ウシ、ヒツジ、ウマ等）は、回腸と空腸に、2 つのタイプの
パイエル板をそれぞれ発達させており(Liebler-Tenorio and Pabst, 2006)、それ
らのサイズや形状は異なっている。回腸終末部で発生する回腸パイエル板は、
2m もの連続した濾胞構造を有している。また、空腸では、いくつかのリンパ
濾胞を含むパッチ構造からなる空腸パイエル板が散在している(Pabst et al., 
1988)。回腸パイエル板は、空腸パイエル板と比べ、B 細胞の存在割合が多く、
濾胞領域がより発達している(Levast et al., 2010)。ただし、空腸パイエル板と
回腸パイエル板間の免疫機能の根本的な違いは未解明な点が多い。これは、免
疫学研究において先行しているマウスやヒトでは､単一タイプのパイエル板し





胞の少なさ、また、抗原非存在下における AID の活性が認められ(Liljavirta et 
al., 2013)、抗体の認識多様性を形成していることから、B 細胞の一次リンパ組
織として位置づけられていた。また、ブタにおいても、T 細胞数が少ないこと





(Butler et al., 2011)、リンパ球新生が骨髄で起こっていることなどから、ブタ
の回腸パイエル板は、ヒツジやウシの回腸パイエル板とは異なり、B 細胞を含
むリンパ球の初期分化に関わる一次リンパ組織として機能することには疑念
が生じている(Sinkora et al., 2011)。さらに、その後、離乳後のブタの回腸パイ
エル板が、T 細胞非依存性 IgA の産生に関与していることが示され(Butler et 






























LTo 細胞は細胞表面にリンフォトキシン受容体 LTβR を発現しており、LTi
細胞が分泌しているリンフォトキシン LTα1β2 によって刺激を受ける
(Adachi et al., 1997; Fu and Chaplin, 1999; Honda et al., 2001; Randall et al., 
2008; Wigle and Oliver, 1999; Yoshida et al., 1999)。LTα1β2 の刺激により、
LTo 細胞は CCL19、CCL21、CXCL13 などのケモカインを分泌し、LTo 細胞
の細胞膜上では VCAM-1，ICAM-1 などの接着因子の発現が高まる（Ansel, 
2000 ;Bénézech, 2010 ;Okuda, 2007）。これにより、Ｔ細胞、Ｂ細胞、樹状細胞
などの免疫細胞も遊走・集積してリンパ組織が形成される。また、辺縁細網細
胞（MRC）や濾胞樹状細胞（FDC）、線維芽細網細胞（FRC）によるネットワ









り囲む辺縁帯ネットワークを形成し、LTα1β2 の刺激により、B 細胞と T 細
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イトカインの受容体の共通構成分子である IL2RG（IL2 受容体 γ 鎖）の欠損
によりリンパ組織形成がされないこと(Suzuki et al., 2012)、RAG1/2 欠損によ
って成熟 B/T 細胞が欠損することなど(Huang et al., 2014)、免疫関連分子に関
する報告がある。また、我々の先行研究において、IL-2RG の欠損による二次
リンパ組織形成不全は、出生後の骨髄移植では十分に回復しないことが明らか

















70％エタノール  12 時間 
90％エタノール  12 時間 
95％エタノール  12 時間 
100％エタノール① 12 時間 
100％エタノール② 12 時間 




また、採材した組織の一部は mRNA を抽出後、cDNA 合成することで遺伝
子発現量を解析した。 










①キシレン１ 3 分 浸漬 
②キシレン２ 3 分 浸漬 
③キシレン３  3 分 浸漬 
④100%アルコール１ 3 分 浸漬 
⑤100%アルコール２ 3 分 浸漬 
⑥95%アルコール 3 分 浸漬 





①Dako Target Retrieval Solution (Dako) ---------------------98℃ 40 分 
②室温で放熱------------------------------------------------------------20 分 




Blocking buffer (100 mM Tris-HCl (pH. 7.4), 150 mM NaCl,
0.5%(w/v) Blocking reagent: Perkinelmer) 
6. 一次抗体--------------------------------------------------------------4℃、一晩
rabbit anti-CD20 (1:100, polyclonal, Biocare Medical) 
rabbit anti-CD3 (1:100, SP7, Abcam)  




9. Wash Buffer 洗浄------------------------------------------------------3 分×４回
10. DAB 発色反応---------------------------------------------------------------2 分
Tris-HCl pH7.5 4500 ㎕ ＋ △ 7.5 ㎕ + ▲DAB 溶液 500 ㎕
△ 30％H2O2 10 ㎕ + DW 50 ㎕
▲ DAB（3.3’-diaminobenzidine tetra-hydrochloride (同仁)）を








③95％エタノール ３分 浸漬 
④100％エタノール１ ３分 浸漬 
➄100％エタノール２ ３分 浸漬
15．透徹 
①キシレン１ ３分 浸漬 
②キシレン２ ３分 浸漬 




ム（Olympus）を用いて撮影した。また、CD3 と CD20 に対する免疫組織化学
染色切片画像を用いて、DAB 陽性細胞およびヘマトキシリンのみに染色され
た核を視認し、数取器で測定した。 
2.2.6  mRNA 抽出 
mRNA は、ReliaPrepTMRNA Tissue Miniprep System(Promega)を用いて抽
出した。具体的な手順を以下に記す。 
１．採材した組織片を、3.2mm3 ステンレスビーズ(TOMY)を入れたサンプル
チューブ(TOMY)にいれ、ReliaPrepTMRNA Tissue Miniprep System 
(Promega)の LBA Buffer 500 ㎕と 1-Thioglycerol 10 ㎕を添加した。 
２．破砕機(WAKENYA)にサンプルチューブをセットし、4,000rpm で 60 秒
間の条件で、組織片を破砕した。 
３．破砕後のサンプルチューブを 15,000rpm で 3 分間遠心し、上清を 1.5ml
17
チューブに移した。 
４．上清にイソプロパノールを 170 ㎕添加し、5 秒間ボルテックスミキサー
で攪拌した後、カラムチューブへ全量を移した。 
５．カラムチューブを 15,000rpm で 1 分間遠心し、濾液を捨てた。 
６．カラムへ ReliaPrepTMRNA Tissue Miniprep System の RNA wash solution
を 500 ㎕添加し、15,000rpm で 1 分間遠心し、濾液を捨てた。 
７．カラムへ ReliaPrepTMRNA Tissue Miniprep System の DNase incubation 
mix を 30 ㎕(Yellew core buffer 24 ㎕、MnCl2 3 ㎕、DNase I 3 ㎕)、カラム
のメンブレン中央に添加し、室温で 15 分間、静置した。 
８．静置後、ReliaPrepTMRNA Tissue Miniprep System の Colum wash 
solution を 200 ㎕添加し、15,000rpm で 1 分間遠心した。 
９．RNA wash solution を 500 ㎕カラムへ添加し、15,000rpm で 1 分間遠心し
た後、濾液を捨てた。 
10．RNA wash solution を 300 ㎕カラムへ添加し、15,000rpm で 2 分間遠心
した後、濾液を捨てた。 
11．空のカラムを 15,000rpm で 2 分間遠心し、メンブレンを乾燥させた。 
12．ReliaPrepTMRNA Tissue Miniprep System の Nuclease free water を 30 ㎕
メンブレンへ添加し、1,5000rpm で 1 分間遠心することで、RNA を溶出さ
せた。 
2.2.7  cDNA 合成 
Prime ScriptTM RT Reagent kit(Takara)を使用して、cDNA 合成を行っ
た。抽出した Total RNA の濃度を分光光度計(SHIMADZU)で測定し、濃度が
500ng/ul 以下になるように RNA を希釈した。希釈した RNA を Prime 
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ScriptTM RT Reagent kit に含まれる５×PrimeScript Buffer、PrimeScript RT 




逆転写反応 37℃  15 分 
逆転写酵素の熱失活 85℃ 5 秒 
4℃  
2.2.8  リアルタイム PCR 反応 
作出した cDNA を TB GreenTM Premix Ex TaqTM Ⅱ(Takara)を用いて増
幅し、リアルタイムＰＣＲ解析システム Thermal Cycler Dice Real Time 
System Single (Takara ) を用いて解析を行い、cxcl13, ccl19, ccl21, gapdh の発
現量を定量した。PCR は下記の条件で行った。 
Hold（初期変性）、Cycle : 1 
95℃ 30 秒 
2 Step PCR、Cycle : 40 
試薬 使用量 最終濃度
5×PrimeScript Buffer(for Real Time) 2μL
PrimeScript RT Enzyme Mix I 0.5μL
Oligo dT Primer(50μM) 0.5μL 25 pmol
Random 6 mers(100μM) 0.5μL 50 pmol
total RNA(<500ng) X μL
Rnase Free dH2O 10-(3.5μL+XμL)
Total 10μL
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変性 95℃ ５秒 
 アニーリング/伸長時間 60℃ 30 秒 
また、それぞれの遺伝子の発現量を gapdh の発現量で補正し、評価した。 
＜プライマー情報＞ 
2.2.9 統計解析 
統計解析には Prism 7 software (Graph Pad)を用い、t-test および Kruskal-Wallis
検定の一元配置分散分析を行った。 
Name PRIMER_LEFT_配列 PRIMER_RIGHT_配列 増幅産物（bp）
Sus scrofa C-C motif chemokine ligand 19 (CCL19) GCAGTCACACTACTGGCCCTCA CACAGACAGGCAGCAGTCTTCA 93
Sus scrofa C-C motif chemokine ligand 21 (CCL21) ACTGGTTCTGCGCATCCTTG GCTTCCGGTAGCTGCGTACA 140
Sus scrofa C-X-C motif chemokine ligand 13 (CXCL13) GAGCTGAAGTCTGAACTCCACCTTG TGCTTCGGAGGCATTGACAC 150
Sus scrofa glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) TCAAGGGCATCCTGGGCTA TCAAGGGCATCCTGGGCTA 120
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2.3. 結果 













2.3.2 二次リンパ組織を構成する T 細胞と B 細胞の局在解析 
次に、二次リンパ組織を構成する免疫細胞であるＴ細胞（CD3+細胞）とＢ細
胞（CD20+細胞）について、免疫組織化学染色を行うことで、その局在を明ら
かにした。その結果、回腸において、胎生 76 日齢では T 細胞と B 細胞の存在



















が確認された胎生 91 日齢と比較しても、出生 9 日後で有意に増加していた。
次に、全細胞数に対する T 細胞と B 細胞の割合を算出することで、各時期に
おける T 細胞と B 細胞の割合を比較した。回腸におけるＴ細胞とＢ細胞の割





2.3.4 B 細胞と T 細胞の遊走を促すケモカインの発現の定量解析 
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 マウスの研究においては、CCL19 および CCL21 が T 細胞を、CXCL13 が
B 細胞をリンパ組織原基に遊走されることが知られている。そこで、それらの
遺伝子の発現量を T 細胞と B 細胞の変動が顕著であった回腸について解析し
た。また、ネガティブコントロールとして、解析期間を通してリンパ球集積が
確認されなかった十二指腸を用いた。その結果、回腸において、T 細胞を遊走
する CCL19 の発現量は、胎生 91 日齢から上昇し、胎生 110 日齢がピークで
あり、出生後９日齢では減少していることが確認された（図６）。一方、CCL21
の発現量は解析期間を通してほとんど変化がなかった。B 細胞を遊走する
CXCL13 の発現量は、胎生 110 日齢から上昇し、出生後 9 日齢でさらに増加し
ていることが確認された。一方、十二指腸は解析期間を通して、これらのケモ
カインの発現量に変動はみられなかった。これらのことから、ブタのパイエル
板形成において、T 細胞の遊走については CCL19 が、B 細胞の遊走について























った。マウスのパイエル板では、T 細胞領域と B 細胞領域が分かれるのは出生
24
後であることが報告されている。一方、本章における研究を通して、ブタの回
腸パイエル板においては、出生前にすでに T 細胞領域と B 細胞領域が形成さ
れていることが明らかになった（図２）。マウスの研究において、LTi 細胞のケ
モカインレセプターが変化し、濾胞予定領域と傍濾胞予定領域に移動すること















ての回腸パイエル板を構成する T 細胞と B 細胞の挙動を調べた（図５）。その
結果、２つの臓器間では発達過程で差があり、胎生 76 日齢において、回腸パ
イエル板では B 細胞と T 細胞はほとんど検出されなかったが、腸間膜リンパ
節ではこれらの細胞が豊富に存在していた。また、腸間膜リンパ節は仔の成長
25
























●回腸パイエル板において、B 細胞の数は胎生 91 日齢と比べて、出生後９日
齢で有意に増加していた。また、Ｔ細胞とＢ細胞の割合は、胎生 91 日齢で
はＴ細胞の割合がＢ細胞より有意に高かったが、胎生 110 日齢以降ではＢ細






















して位置づけられていた（Meyer, 1997 ;Yasuda, 2006）。また、ブタにおいても、
ヒツジやウシと解剖学的に類似していることから、一次リンパ組織と提唱され
てきた（Andersen, 1999）。しかしながら、その後の研究から、回腸パイエル板




Butler らにより、回腸パイエル板の役割として、natural secretory IgA（sIgA）
の主要な供給源であることが提唱されており（Butler, 2016）、二次リンパ組織
として機能することが強調されている。しかしながら、それらの研究は、IgM
の発現を欠く B 細胞については IgA にクラススイッチした細胞であるとして
おり、回腸パイエル板における未成熟の B 細胞について言及していない。また、
回腸パイエル板に存在するリンパ球について、無菌の状態を保っているときの




















3.2.3  免疫組織化学染色 
第二章と同様の手順で、一次抗体と二次抗体は別の抗体を用いた。 
一次抗体 
Goat anti-Porcine IgM (100 ng/ml, polyclonal, Bethyl Laboratories) 
二次抗体 






①Dako Target Retrieval Solution (Dako) -----------------------98℃40 分 
②室温で放熱------------------------------------------------------------20 分 




Blocking buffer (100 mM Tris-HCl(pH. 7.4), 150 mM NaCl,
0.5%(w/v) Blocking reagent: Perkinelmer) 
6. 一次抗体----------------------------------------------------------------4℃、一晩
Goat anti-Porcine IgM (100 ng/ml, polyclonal, Bethyl Laboratories)を以
下の抗体のいずれかと同時に反応させた 
rabbit anti-CD20 (1:100, polyclonal, Biocare Medical) 
rabbit anti-Ki-67 (1:200, polyclonal, Abcam) 
7. Wash Buffer 洗浄-----------------------------------------------------３分×４回
8. 二次抗体処理-------------------------------------------------------室温、1 時間
 HRP 標識 donkey anti-goat IgG (1:2,000, Jackson ImmunoResearch) 
Alexa Fluor 647 標識 donkey anti-rabbit IgG (1:200, Jackson ImmunoResearch) 
９．Wash Buffer 洗浄---------------------------------------------------３分×４回 
10．増感処理------------------------------------------------------------室温、10 分 
HRP 活性を TSA Plus fluorescein system (PerkinElmer)で増感し、 
FITC に変換した。 
11．Wash Buffer 洗浄---------------------------------------------------３分×４回 
12. 核染色---------------------------------------------------------------室温、10 分
  DAPI（DOJINDO） １㎍/㎖ 
13．Wash Buffer 洗浄---------------------------------------------------３分×４回 
14．封入 
  Mountant PermaFluor (Thermo) 
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3.2.5 TUNEL 法 
DeadEnd Colorimetric TUNEL System (Promega)を用いた。 
１．組織切片の前処理  
①脱パラフィン キシレン ５分×２回 
②Wash 100％ Et-OH ５分 
③再水和 100％ Et-OH 3 分 
95％ Et-OH 3 分 
85％ Et-OH 3 分 
70％ Et-OH 3 分 
50％ Et-OH 3 分 
     ④Wash  0.85％ NaCl ５分 
PBS ５分 
 ⑤撥水性サークル  
２．アポトーシスの検出 
①固定     ４％PFA 15 分 
②Wash     PBS ５分×２回 
③透過処理 20 ㎍/㎖ Proteinase K 10 分 
④Wash PBS ５分 
⑤再固定  ４％PFA ５分 
⑥Wash PBS ５分×２回 
⑦Equilibrate  Equilibration Buffer 
⑧Label TdT reaction mix（下記） 60 分、37℃ 
・Equilibration Buffer    98 ㎕ 
34
・Biotinylated Nucleotide Mix  1 ㎕ 
   ・rTdT Enzyme              １㎕ 
mix を切片にのせ、Plastic Coverslips を被せた 
⑨Stop Reaction  ２×SSC 15 分 
⑩Wash PBS ５分×３回 
⑪Block 0.3％H2O2 3 分 
⑫Wash PBS ５分×３回 
⑬Bind Streptabidin HRP  30 分 
（１：500 in PBS） 
⑭Wash PBS ５分×３回 
⑮Stain  DAB Solution 10 分 
⑯Wash イオン交換水 ３回 
⑰脱水・透徹・封入 
3.2.6 画像解析 




3.2.7  統計解析 




3.3.1 出生前後の B 細胞の表現型の変化 
まず、胎生期から出生直後にかけて、どのような分化段階の B 細胞が存在す
るかを明らかにするため、CD20、Ki67（増殖マーカー）のそれぞれと、B 細胞
受容体（膜結合型 IgM）や免疫グロブリン（分泌型 IgM）として機能する IgM
との二重染色を行った。胎生 110 日齢の回腸パイエル板では濾胞内に存在する
CD20＋B 細胞の IgM の発現量には強弱が認められ、それらの細胞は濾胞内に
散在していた（図７）。一方、出生後９日齢では、濾胞辺縁部では IgM の発現










3.3.2 回腸パイエル板における B 細胞分化とアポトーシス 
3.3.1 により、出生後の回腸パイエル板では分化段階の異なる B 細胞の局在
が存在することが示された。また、B 細胞は分化過程の中で、多くの細胞はア
ポトーシスによって細胞死することが知られている。そこで、次に、出生後９













TUNEL 法を行った。その結果、出生後９日齢とは異なり、胎生 110 日齢では
アポトーシスしている細胞はほとんど検出されなかった。さらに定量的なデー
タを得るため、濾胞内の TUNEL 陽性細胞および正常核の数を測定した。その










的に明らかになった。一方、Butler らは回腸パイエル板を natural sIgA を分泌
する二次リンパ組織として位置づけていた。そこで、IgA を検出するために、
胎生 110 日齢と出生後９日齢の回腸パイエル板を用いて免疫組織化学染色を




















ける Ki-67 の発現は、B 細胞が T 細胞依存性抗原の存在下で増殖する胚中心で
検出される（Kosco-Vilbois, 1997）。しかし、出生後９日齢の回腸パイエル板で
は、胚中心が存在しないにも関わらず、濾胞領域に Ki-67 が広範囲に発現して




辺縁部の CD20+B 細胞における IgM の発現は非常に低いか、ほとんど検出で
きなかったが、B 細胞はマウスのパイエル板では IgM を均一に発現している

































（図９）。IgM の発現および２ヶ月齢の IgA の発現も考慮すると、濾胞辺縁部
においては、BCR を発現できなかった B 細胞が、濾胞中心部では、BCR を発
現したものの自己抗原と反応してしまうような B 細胞や体細胞高頻度変異に
失敗した B 細胞、濾胞円蓋部ではクラススイッチに失敗した B 細胞など、回腸
パイエル板では、部位によって、異なる B 細胞の分化段階で生じたアポトーシ
スが起きていることが考えられた。 
胎生 110 日齢と出生後９日齢の結果によって、未成熟な B 細胞の局在が示
され、回腸パイエル板の一次リンパ組織様の役割が示唆された。一方で、2 ヶ
月齢のブタでは IgA 陽性細胞が濾胞円蓋部に豊富に存在しており（図 10）、離
乳後の仔ブタにおいて IgA 陽性細胞が存在することは、他の研究報告と矛盾な






（Kimura, 2019）、乳汁中成分が B 細胞の分化成熟に影響を与えていることも
十分に考えられた。例えば、B 細胞が IgM 形質細胞に分化するか、先に体細胞
41
超変異やクラススイッチするかといった B 細胞の分化過程において、B 細胞の
ミトコンドリアが産生する ROS が関与することが報告されている（Jang ら、
2015）。また、乳汁中のエクソソームや RNA などが仔の代謝に影響することが















































し、ペプチド断片を細胞表面上の MHC class Ⅱに結合させることで、T 細胞、
または B 細胞を活性化させる。また、樹状細胞はナイーブ T 細胞をエフェク





















4.2.1  供試動物 
第二、三章と同様のサンプルを用いた。 
4.2.2  サンプル処理 
第二章と同様の手順で行った。 
4.2.3  免疫組織化学染色 




①0.05M Tris-HCl (pH 7.5)---------------------- ---------------------37℃, 5 分
②0.05% Proteinase (Sigma, Saint Louis, MO) / Tris-HCl (pH 7.5)------3 分
③Wash Buffer 洗浄----------------------------------------------------3 分×４回
5. ブロッキング処理---------------------------------------------------室温、30 分
Blocking buffer (100 mM Tris-HCl (pH. 7.4), 150 mM NaCl,
0.5% Blocking reagent: Perkinelmer) 
6. 一次抗体----------------------------------------------------------------4℃、一晩
mouse anti-MHC class II DQ (1:100, K274.3G8, Abcam) 
mouse anti-S100A9 + Calprotectin (S100A8/A9 complex)  (1:100, 
MAC387，Abcam)  





9. Wash Buffer 洗浄------------------------------------------------------3 分×４回
10. DAB 発色反応---------------------------------------------------------------2 分
Tris-HCl pH7.5 4500 ㎕ ＋ △ 7.5 ㎕ + ▲DAB 溶液 500 ㎕
△ 30％H2O2 10 ㎕ + DW 50 ㎕
▲ DAB（3.3’-diaminobenzidine tetra-hydrochloride (同仁)）を











①キシレン１ ３分 浸漬 
②キシレン２ ３分 浸漬 









4.2.5  統計解析 






るために、抗原提示分子である MHC class Ⅱの発現を解析した。十二指腸では、
胎生 91 日齢から MHC class Ⅱ発現細胞の存在が明瞭に認められ、その数は胎
生 110 日齢以降で増加しており、それは絨毛内および十二指腸腺周囲に分布し
ていた（図 11）。回腸および結腸では MHC class Ⅱ発現細胞は、リンパ球集積































子 が 同 定 さ れ 、 抗マ ク ロ フ ァ ー ジ 抗体 は S100A9 お よ び Calprotectin 
(S100A8/A9 complex)という分子を抗原として認識していることが明らかにな
った。 
4.3.3 S100A9 陽性細胞の回腸パイエル板内における局在の変化 












4.4.  考察 
 本章では、胎生期から出生直後の回腸パイエル板における抗原提示細胞、お
よび自然免疫系に関与する S100A9 陽性細胞の局在を明らかにした。 




ウスにおいて SED に存在する樹状細胞は M 細胞を介して抗原の取り込みを行
うことが知られており（Lelouard, 2012）、また、M 細胞がブタの回腸パイエル
板に存在することが報告されている（Gebert, 1994）。よって、ブタの回腸パイ
エル板においても、濾胞円蓋部に局在していた MHC class Ⅱ強陽性細胞の多
くは、樹状細胞であり、B 細胞成熟に寄与していると考えられた。 











































叢を調整することや、粘膜固有層マクロファージの IL-10 産生および Treg 細
胞への分化に影響すること（Willers, 2020）、また、TLR4 を介した免疫寛容を
































































の動員は、Ｂ細胞は CXCL13、Ｔ細胞は CCL19 によるものであることが示さ

















5.2.  パイエル板の発達機序の類似点 
ブタの妊娠 114 日であることを考慮すると、第一段階でパイエル板原基へ B
細胞および T 細胞が遊走を開始するタイミングは、パイエル板形成が胎生期間
の後半 3 分の 1 で開始されるマウスのパイエル板発生のプロセス(Adachi et al., 
1997)と一致していると考えられた。特に、3 型自然リンパ球のサブセットであ
るリンパ組織誘導細胞（LTi 細胞）は、マウスとヒトでパイエル板形成を引き
起こすことが知られているが(Zhong et al., 2018)、一方で、ブタを用いた研究
においては、ブタの LTi および LTo 細胞またはそれらの機能を特徴づける研
究の成果はこれまで得られていない。しかしながら、本研究の第二章の結果は、




目的としており、LTi 細胞と LTo 細胞との相互作用により誘導されるパイエル
板形成を促す初期反応は、胎生 76～91 日齢より早くから開始されていること
が考えられた。 
胎生期のマウスでは B 細胞領域と T 細胞領域の形成まで至っていないのに
対し、胎生期ブタでは領域の形成が完了していた。また、ヒツジやウシにおい
ても、B 細胞領域・T 細胞領域は胎生期に形成されていることが報告されてい
る(Özbek and Bayraktaroğlu, 2019; Yasuda et al., 2004)。これらのことから、パ
イエル板の発達段階に関しては、各種動物の妊娠期間から、ただ単純に比で計




5.3.  出生前後の回腸パイエル板における B 細胞の局在変化 
 第３章の結果より、出生後９日齢の回腸パイエル板では、濾胞辺縁部に IgM-
/low の B 細胞が、濾胞中心部に IgM+の B 細胞が多く存在していることが明らか
となった。これらの異なる分化ステージの B 細胞局在に関する特徴は、胎生
110 日齢には認められなかったものであった。加えて、出生後の回腸パイエル
板の B 細胞は、IgM 発現レベルの違いに関わらず活発に増殖していた。また、
第４章において、濾胞内にも MHC classⅡ強陽性細胞が存在していた。濾胞辺
縁部の B 細胞の増殖は、それらの細胞が BCR を構成する IgM を細胞膜上に発
現していないという点から、プレ BCR からのシグナルによるものであること
(Hendriks and Middendorp, 2004)が考えられた。しかしながら、胎生 110 日齢
では Ki67 陽性細胞がほとんど存在していなかったことや、結合組織を構成す
る細胞である線維芽細胞などは TLR を有すること(Bhattacharyya et al., 2018)
を考慮すると、濾胞辺縁部の細胞は外来抗原から刺激をうけた線維芽細胞など
が分泌した増殖因子(Lowin et al., 2020)によって増殖することも考えられた。
一方、濾胞中心部においては、BCR からの刺激によって増殖が引き起こされる
(Patterson et al., 2006)と考えられる。また、IgM 発現レベルの異なる B 細胞
が、濾胞内で異なる領域に存在していた理由として以下の仮説を立てた。①濾
胞円蓋部からつながり、樹状細胞が抗原をサンプリングできるような管構造が
(Chang et al., 2019)、濾胞内では濾胞中心部で発達しており、出生後では抗原
が流入してくることにより、その領域に樹状細胞が集まりやすくなり、集まっ
た樹状細胞がケモカインを分泌する(McDonald et al., 2010)。また、B 細胞は
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分化 段階によっ てケモカ イン受容体 の発現量 が異なって おり (Acosta-
Rodríguez et al., 2007)、濾胞辺縁部の B 細胞の方が発現が低く、濾胞中心部の
細胞の発現が高いために、B 細胞の分化段階によって濾胞内における局在が生
じた。②B 細胞のケモカイン受容体自体が分化段階によって異なり(Wu et al., 
2019)、濾胞辺縁部に存在する間質細胞が TLRｓによって抗原を認識し(Najar 
et al., 2017)、シグナルが入ることでケモカインを分泌するようになることで
(Krajewska-Włodarczyk et al., 2017)、濾胞辺縁部の局在が生じた。出生後の回
腸パイエル板の濾胞領域では、これらの要因によって、濾胞辺縁部と中心部の
局在が生じたことが考えられた。 
5.4.  回腸パイエル板のリンパ組織としての機能 
第１章で述べた通り、ブタの回腸パイエル板のリンパ組織としての位置づけ
はあいまいなところがあった。本研究では、出生後の回腸パイエル板に、IgM
ー/low の B 細胞が濾胞辺縁部に局在していることを明らかにした。その一方で、
２ヶ月齢では濾胞円蓋部において多くの IgA 陽性細胞が検出された。このよう













抗体応答の場であることを示していた(Butler et al., 2016)。これらは、本研究
の第２章で確認された濾胞円蓋部に存在するような IgA 陽性細胞であると考え
られた。また、ブタの回腸パイエル板は T 細胞の数が少なく、T 細胞非依存的














告されている(van de Pavert et al., 2014)。また、胎仔の視床下部-下垂体-副腎
軸（HPA 軸）への刺激が、リンパ球増殖の低下(Coe and Lubach, 2000)、NK
細胞活性の低下(Hodgson et al., 2001)、および子孫の抗体反応性の低下につな
62
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